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5 La pr^sente invention concerne un procedS pour mesurer Tactivation d'une cellule 
effectrice appartenant au systeme immunitaire ou modiftee in vitro par un anticorps 
monoclonal (AcMo) ou polyclonal, caract6ris6 en ce qu'il comprend une mise en 
contact de cellules exprimant le r^cepteur CD 16 dans un milieu r6actionnel en 
presence de Panticorps et de Tantigene dudit anticorps et une mesure de la quantity 

10 d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le r£cepteur CD1 6. 

L'immunoth&rapie a Taide d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux est en passe de 
devenir un des aspect les plus importants de la medecine. En revanche, les fesultats 
obtenus lors d'essais cliniques apparaissent contrastes. En effet, il peut s'av£rer que 
15 Panticorps monoclonal ne soit pas suffisamment efficace. Aujourd'hui, la recherche 

s'oriente sur le fragment Fey de Pimmunoglobuline afin d'ameliorer les propijetes des 

i 

anticorps, A terme, cela devrait permettre Pobtention d' anticorps qui interagissent et 
activent les r£cepteurs des cellules effectrices (macrophage, lymphocyte T, H^t NK). 

20 L' activity biologique de certaines immunoglobulines G est dependante de la structure 
des oligosaccharides presents sur la molecule, et notamment sur sa partie Fc. Les 
molecules IgG de toutes les sous-classes humaines et murines poss£dent un N- 
oligosaccharide fix6 au domaine CH2 de chaque chaine lourde (au rSsidu Asn 297 pour 
les IgG humaines). L'influence de ce r6sidu glycannique sur la capacite de Panticorps 

25 k interagir avec des molecules effectrices (Fc r6cepteurs et complement) a ete 
d6montr6e. L'inhibition de glycosylation d'une IgGl humaine, par culture en presence 
de Tunicamycine, provoque par exemple une diminution de 50 fois de PafFinite de cet 
anticorps pour le r6cepteur FcyRI pr6sent sur les monocytes et macrophages 
(Leatherbarrow et al, 1985). La fixation au rScepteur FcyRlII est egalement affectde 

30 par la perte de carbohydrates sur PIgG, puisqu'il a 6t6 d6crit qu'une IgG3 non 
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glycosylee est incapable d'induire une lyse de type ADCC par 1' intermediate du 
recepteur FcyRIII des cellules NK (Lund et al, 1990). 

Mais, au-dela de la presence necessaire de ces residus glycanniques, c'est plus 
precisement l'heterog6neite de leur structure qui peut aboutir a des differences dans la 
capacite a engager des fonctions effectrices. Des profils de galactosylation variables en 
fonction des individus (IgGl humaines seriques) ont ete observes. Ces differences 
refletent probablement des disparites dans l'activite des galactosyltransf6rases et autres 
enzymes entre les clones cellulaires de ces individus (Jefferis et al, 1990). Mors que 
cette heterogeneite normale des processus post-traductionnels genere differentes 
glycoformes (meme dans le cas d'anticorps monoclonaux), elle peut conduire a des 
structures atypiques associees a certains etats pathologiques comme rarthrite 
rhumatofde, la maladie de Crohn, pour lesquelles une proportion importante de residus 
agalactosyles a ete mise en evidence (Parekh et al, 1985). 

Devant la complete posee par la relation existante entre les differentes structures 
glycanniques et l'activite des anticorps, il serait utile de pouvoir discriminer 
rapidement quels sont les anticorps efficaces et permettre ainsi de selectionner des 
lignees cellulaires produisant des anticorps ayant une meilleur efficacite ou des 
proprietes specifiques dans l'activation ou l'inhibition de certains composants du 
systeme immunitaire. 

Dans la demande FR 0004685 du 12 avril 2000 (LFB), nous avions decrit un nouveau 
procede de preparation d'un anticorps monoclonal capable d'activer les cellules 
effectrices exprimant le FcyRm. Dans ce procede, on teste des anticorps monoclonaux 
provenant d'hybridomes ou de lignees transferees dans un melange reactionnel 
comprenant les cellules cibles desdits anticorps, des cellules effectrices comprenant 
des cellules exprimant le FcyRIII et des IgG polyvalentes. Ainsi, on peut determiner le 
pourcentage de lyse des cellules cibles et selectionner des anticorps monoclonaux qui 
activent les cellules effectrices provoquant une lyse significative des cellules cibles 
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(activity ADCC de type FcyRIII). Par exemple, la partie Fab de r anticorps anti-D va se 
fixer sur Tantig^ne Rhesus D port<§ par les hdmaties. Suite a cette fixation, sa partie Fc 
se fixe alors sur le recepteur Fc gamma RIII ou CD 16 de la cellule effectrice (cellule 
NK). Ce « sandwich » induit la secretion de substances chimiques de type perforines 
qui vont lyser le globule rouge. II s'agit done d'une cytotoxicit6 cellulaire anticorps 
d6pendante (CCDA) ou ADCC en anglais. Pour se rapprocher des conditions 
physiologiques, le test est effectu6 en presence d'immunoglobulines polyvalentes 
humaines. 

Dans le cadre de r invention, on a trouvd que la fixation d'un anticorps sur son ligand 
peut induire une activation de la cellule Jurkat transfect^e CD 16 induisant la secretion 
d'IL2. Une forte correlation est observ6e enti*e la secretion d*IL2 par Jurkat CD 16 et 
F activity ADCC mediee par le CD16 des cellules effectrices, 

LMnvention propose Putilisation du test jurkat CD 16 par mesure d'IL2 s£cr6t£e comme 
alternative aux tests ADCC, en particulier pour un suivi ou le criblage d'activite 
biologique d' anticorps & usage therapeutique. 

IS' 

$ 

Description 

Ainsi, la pr6sente invention se rapporte k un proc£d6 pour mesurer Tactivation dHine 
cellule effectrice appartenant au systeme immunitaire, transform^ ou non, par un 
anticorps monoclonal (AcMo) ou polyclonal, caract£ris6 en ce qu'il comprend une 
mise en contact de cellules exprimant le recepteur CD 16 dans un milieu r^actionnel en 
presence de r anticorps et de Pantig&ne dudit anticorps et une mesure de la quantity 
d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le recepteur CD 16. 

En entend par cellule transformee, une cellule modifi6e g6n6tiquement de sorte k 
exprimer un recepteur, en particulier le recepteur CD16. 



De preference, on utilise une lignee Jurkat transferee avec un vecteur d'expression 
codant pour le recepteur CD16 comme cellule effectrice. Cette lignee est 
particulierement avantageuse car elle est immortalisee et se developpe indefiniment 
dans des milieux cultures. 

5 

Parmi les cytokines que l'on pent quantifier au moins une cytokine selectionnee parmi 
IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6..., TNFa et IFNy. On choisit avantageusement 
1'interleukine IL-2. 

1 0 Le taux de cytokine produite est un marqueur d'activation ou d'inhibition des cellules 
effectrices. 

De preference le taux d'interleukine IL2 secretee reflete la qualite de l'anticorps fixe 
par le recepteur CD16 quant a son integrite (fonction FC) et a son efficacite (site 
antigenique) de liaison a l'antigene. La mesure du taux d'IL2 est correlee a une activite 
du type ADCC. 

• 

Dans un autre aspect, Invention concerne un precede pour evaluer l'efficacite d'un 
anticorps monoclonal ou polyclonal, caracterise en ce qu'il comprend une mise en 
contact de cellules effectrice du systeme immunitaire, transformee ou non, exprimant 
ie recepteur CD 16 dans un milieu reactionnel en presence d'un anticoips et de 
l'antigene dudit anticoips et une mesure de la quantite d'au moins une cytokine 
produite par la cellule exprimant le recepteur CD 16. 

Ce procede est particulierement adapte pour evaluer l'efficacite d'un anticorps 
monoclonal ou polyclonal de specificite anti-Rh D du globule rouge humain. 
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Dans un autre aspect, l'invention concerne un proced6 pour evaluer la capacite d'une 
cellule a produire un anticorps monoclonal efficace, caracterise en ce qu'il comprend 
une mise en contact de cellules effectrice du systeme immunitaire, transformee ou non, 
30 exprimant le recepteur CD16 dans un milieu reactionnel en presence d'un anticorps et 
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de Fantig£ne dudit anticorps et une mesure de la quantite d'au moins une cytokine 
produite par la cellule exprimant le r£cepteur CD 16. 

Ce proc6de peut etre mise en oeuvre pour des cellules utilises pour la production 
d'anticoips th£rapeutiques, telles que CHO, YB2/0, les cellules lymphoblastoides 
humaines, les cellules d'insectes et les cellules de my&omes murines. 

Ce procede peut £galement etre appliqu6e a 1'evaluation de la production d'AcMo par 
des plantes transgeniques ou de mammiferes transgeniques. 

Dans un aspect complementaire, 1'invention vise un proc£d6 pour evaluer l'efflcacite et 
de Tintegrit^ d'anticorps polyclonaux apr£s une etape ou plusieurs 6tape de 
purification, caracterise en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules effectrice 
du systSme immunitaire, transformee ou non, exprimant le r£cepteur CD 16 Sans un 
milieu reactionnel en presence de Panticorps purifie et de Pantig&ne dudit anticorps et 
une mesure de la quantite d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le 
r6cepteur CD 16. 

■4 

Les proc6dds d£crits ci-dessus peuvent eventuellement etre realises en presence 
d'immunoglobulines humaines (IVIg). 

A titre d'exemple, on selectionnera les anticorps pour lesquels une augmentation 
sup&ieure a 100%, 250%, 500%, ou 1000% du taux de liberation d'IL-2 est observee 
par rapport au contrdle en absence d'anticorps ou un anticorps donne comme reference 
negative. 

L' invention vise 6galement 1'utilisation du procede decrit ci-dessus pour s^lectionner 
des anticorps efficace pour un traitement th£rapeutique. 
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A 1'inverse, Invention vise egalement a evaluer la capacite de reponse des cellules 
effectrices du patient lorsqu'elles sont mises en presence d'un anticoips monoclonal ou 
polyclonal donne destine a traiter le patient et qu'elles sont mises dans les conditions 
decrites de 1'invention. 

Legende 

Figure 1 : Description du test ADCC CMN. 

Les cellules mononuclees en presence de Tegeline (IVIg) sont incubees avec les 
anticoips anti-Rhesus D et des hematies Rhesus + (cible). Apres une nuit a 37°C, on 
mesure la lyse des hematies par mesure de 1'hemoglobine relarguee dans le milieu 
reactionnel. 

Figure 2 : Description du test ADCC NK 

Les cellules NK purifiees sont incubees avec les anticorps anti-Rh6sus D et des 
hematies Rhesus + (cible). Apres une nuit a 37°C, on mesure la lyse des hematies par 
mesure de l'hemoglobine relarguee dans le milieu reactionnel. 

Figure 3 : Resultats ADCC NK et inhibition par l'anti-CD16 « 3G8 ». 
Figure 4 : Description du test Jurkat CD16 . 

Des cellules Jurkat CD16 sont melangees avec differents anticorps anti-D en presence 
d'hematies rhesus + et de PMA. Apres une nuit d'incubation, la liberation d'IL-2 dans 
le surnageant est quantifiee par ELISA. 

Figure 5 : Resultats du test Jurkat CD16. 

Commentai.es : les anticorps positifs en ADCC-NK induisent une secretion d'IL2 en 
presence de Jurkat CD16 et de leur cible. 
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Exemple 1 : Test Jurkat CD16 
Anticorps temoins : . 

Anticorps polyclonaux WinRho, anticorps monoclonal DF5-EBV, anticorps 
5 monoclonal DF5-YB2/0 



Principe : 

Ce test estime la capacite des anticorps anti-D a se fixer sur le recepteur CD16 (Fc 
gamma RI1I) exprime sur les cellules Jurkat CD1 6 et a induire la secretion d'IL2. 
10 Ce test consiste a mettre en contact en P96 : les anticorps anti-D, les hematies Rhesus 
positives traitees a la papaine, les cellules Jurkat CD1 6 et du PMA. 
Apres une nuit d'incubation a 37°C, on centrifuge les P96 et on dose dans le 
sumageant la quantite d'IL2 secr6t6e. 
Mode op6ratoire 

15 Materiel . 

Anticorps temoins positif : Poly-D WinRho, DF5 YB2/0. ? 

Anticorps temoins n6gatifs : DF5 • 

Hematies Rh6sus positif 

Cellules Jurkat CD1 6 
20 Kit dosage IL2 : Quantikine de chez R/D. 
Methode 

Traitement a la papaine des hematies. 

lml de culot d'hematies incub6 avec 1ml d'une solution de papaine (lmg/ml) diluees 
en PBS incubee lOmn a 37°C. Puis 3 lavages en H20-NaCl 0.15M. 

25 Melange reactionnel : 

-Anticorps : 50ul d'une dilution a 1 50ng/ml en IMDM 5% SVF 
-PMA 50pl d'une dilution a 40ng/ml en IMDM 5% SVF 
-Hematies traitees a la papame. 50ul a 8 1 06/ml en IMDM 5% SVF 
-Jurkat CD16. 50ul a 2xl06/ml en IMDM 5% SVF 

30 Incubation 1 nuit a 37°C 




8 



Puis centrifugation des plaques, pr616vement de lOOfil de surnageants et dosage d*IL2 
avec le kit commercial, lecture a 450nm. 

On donne les valeurs (en pg/ml) sous forme d'histogramme pour chaque echantillon. 

5 

Exemple 2 : Correlation in vitro entre ADCC et liberation d'IL-2 de Jurkat 
CD16. 

Pour cette etude, 3 anticorps monoclonaux anti-D ont ete compares. 

10 Mab DF5-EBV a ete produit par des Lymphocytes B humain obtenus cbez un donneur 
immunise D-n6gatif et immortalises par transformation avec EBV. Cet anticoprs a 6t6 
utilise comme controle n^gatif etant donn6 qu'il a ete montre qu'il est incapable 
d'&iminer les globules rouges rhSsus positifs de la circulation lors d'un essai clinique. 
L'anticorps monoclonal (Mab) DF5-YB2/0 a 6X6 obtenu en exprimant la sequence 

15 primaire de EBV-DF5 dans la lignSe YB2/0. L'anticorps monoclonal R297 et d'autres 
anticorps recombinants ont 6galement 6X6 exprimes dans YB2/0. 

On a teste ces anticorps in vitro pour leur capacity a induire une lyse des globules 
rouges traites a la papaine en utilisant des cellules PBL comme effecteur. 
20 Tous les tests ont ete effectues en presence d'immunoglobulines humaines (IVIg) de 
sorte a reconstituer les conditions physiologiques. 

On pense que les IVIg se lient avec une haute affmite au FcgammaRI (CD64). Les 
deux Mab DF5-YB2/0 et R297 induisent une lyse des globules rouges k un niveau 
comparable k celui des anticorps WinRho. En revanche, le Mab DF5-EBV est 
25 completement inefficace. 

Dans une deuxfeme sdrie d'experience, des cellules NK puriftees et des globules 
rouges non traites ont 6te utilises comme effecteur et cibles respectivement. Apr£s 5 
heures d'incubation. les Mabs antiD-R297 et DF5-YB2/0 se sont montrts capables de 
30 provoquer la lyse des globules rouges, alors que DF5-EBV reste inefficace. 
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Dans ces deux experiences, la lyse des globules rouges a ete inhibee par Mab 3G8 
dirige contre le FcgammaRIII (CD 16). 

Pris ensemble, ces r6sultats d6montrent que l'ADCC provoquee par Mab R297 et Mab 
5 DF5-YB2/0 iraplique le FcgammaRIII exprim£ a la surface des cellules NK. 

Dans le cadre de 1' invention, une troisieme serie d' experiences a mis en valeur un test 
in vitro a l'aide de cellule Jurkat CD16 pour evaluer l'efficacit6 d'anticorps anti-D. Les 
Mab ont ete incubes pendant la nuit avec des globules rouges rhesus positifs et des 
10 cellules Jurkat CD16. La liberation d'IL-2 dans le surnageant a ete evaluee par ELISA. 
Une forte correlation entre l'ADCC et 1' activation des cellules Jurkat a ete observee, ce 
qui implique que ce test peut etre utilise pour faire la discrimination des Mabs anti-D 
en fonction de leur reactivity envers FcgammaRIII ( CD 1 6). 

15 Eh conclusion, ces donnees montrent 1' importance des modificati9ns post- 

traductionnelles de la structure des anticorps pour leur activity ADCC specifique du 

* - 

FcgammaRIII. La libdration de cytokines telles que IL-2 reflete cette activitd. 
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5 . 1. Procede pour mesurer l'activation d'une cellule effectrice appartenant au systeme 
immunitaire, transformee ou non, par un anticorps monoclonal (AcMo) ou polyclonal, 
caracterise en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules exprimant le recepteur 
CD16 dans un milieu reactionnel en presence de l'anticorps et de l'antigene dudit 
anticorps et une mesure de la quantite d'au moins une cytokine produite par la cellule 

10 exprimant le recepteur CD1 6. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la cellule effectrice est une 
cellule Jurkat exprimant le recepteur CD 1 6. fc*. 

1 5 3 .'Procede selon l'une des revendications 1 et 2, caract6rise en ce que Ton quantise au 
moins une cytokine selectionnee parmi IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, TNFa et 
IFN7. v ! 

4. Proced6 selon l'une des revendications 1 a 3, caract6rise en ce que Ton quantifie 
20 l'interleukine IL-2. 

5. Procede selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que le taux de 
cytokine produite est un marqueur deactivation ou d'inhibition des cellules effectrices. 

25 6. Procede selon l'une des revendications 1 a 5, caracteris6 en ce que le taux 
d'interleukine IL2 secretee reflete la quality de l'anticorps fixe par le recepteur CD16 
quant a son integrite (fonction FC) et a son efficacite (site antigenique) de liaison a 
l'antigene. 
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7. Precede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que le taux 
d'interleukine IL2 secretee est correie a une activity du type ADCC. 

8. Precede pour evaluer Tefficacite d'un anticorps monoclonal on polyclonal, 
5 caracterise en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules effectrice du systeme 

immunitaire exprimant le recepteur CD 16 dans un milieu r^actionnel en presence d'un 
anticorps et de l'antigene dudit anticorps et une mesure de la quantity d'au moins une 
cytokine produite par la cellule exprimant le recepteur CD 16. 

Ce precede est particulierement adapte pour evaluer l'efficacite d'un anticorps 
10 monoclonal ou polyclonal de specificite anti-Rh du globule rouge humain. 

9. Precede pour evaluer la capacity d'une cellule a produire un anticorps monoclonal 
efficace. caracterise en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules effectrice du 
systeme immunitaire, transformee ou non, exprimant le recepteur CD 16 dans un milieu 

15 reactionnel en presence d'un anticorps et de l'antig&ne dudit anticorps et une mesure 
de la quantity d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le recepteur 



1 0. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que les cellules produisant des 
20 anticorps sont choisies parmi CHO, YB2/0, les cellules lymphoblastoTdes humaines, 

les cellules d'insectes et les cellules de myeiomes murines ou tout autre cellule 
d'expression. 

1 1. Precede pour evaluer l'efficacite et de Tint6grite d'anticorps polyclonaux apres une 
25 etape ou plusieurs etape de purification, caracterise en ce qu'il comprend une mise en 

contact de cellules effectrice du systeme immunitaire ? transformee ou non, exprimant 
le r£cepteur CD 16 dans un milieu reactionnel en presence de 1 'anticorps purifie et de 
Tantigene dudit anticorps et une mesure de la quantite d'au moins une cytokine 
produite par la cellule exprimant le recepteur CD 16. 



GDI 6. 
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7. ProceoVS selon 1'une des revendications 1 k 6, caracterise en ce que le taux 
d'interleukine IL2 secretee est correl<§ a une activity du type ADCC. 

8. Precede pour evaluer 1'efficacite d'un anticorps monoclonal ou polyclonal, 
caracterisS en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules effectrice du systeme 
immunitaire exprimant le recepteur CD16 dans un milieu reactionnel en presence d'un 
anticorps et de l'antigene dudit anticorps et une mesure de la quantite d'au moins une 
cytokine produite par la cellule exprimant le recepteur CD1 6. 

9. Precede selon la revendication 8 pour evaluer 1'efficacite d'un anticorps monoclonal 
ou polyclonal de specificite anti-Rh du globule rouge humain. 

10. Precede pour evaluer la capacity d'une cellule a produire un anticorpsjnonoclonal 
efficace, caracterise en ce qu'il comprend une mise en contact de cellules effectrice du 
systeme immunitaire, transformee ou non, exprimant le recepteur CD16 dans un milieu 
reactionnel en presence d'un anticorps et de l'antigene dudit anticorps et , une mesure 
de la quantite d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le recepteur 
CD16. 

11. Precede selon la revendication 10, caracterise en ce que les cellules produisant des 
anticorps sont choisies parmi CHO, YB2/0, les cellules lymphoblastoides humaines, 
les cellules d'insectes et les cellules de myelomes murines ou tout autre cellule 
d'expression. 

12. Precede pour evaluer 1'efficacite et de l'mtegrite d'anticorps polyclonaux apres une 
etape ou plusieurs 6tape de purification, caracterise en ce qu'il comprend une mise en 
contact de cellules effectrice du systeme immunitaire, transformee ou non, exprimant 
le recepteur CD16 dans un milieu reactionnel en presence de 1'anticorps purifi6 et de 
l'antigene dudit anticorps et une mesure de la quantite d'au moins- une cytokine 
produite par la cellule exprimant le recepteur CD 16. 
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12. Procede selon l'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que l'on selections 
les anticorps pour lesquels une augmentation superieure a 100%, 250%, 500%, ou 
1000% du taux de liberation d'IL-2 est observee par rapport au controle en absence 
d'anticorps ou en presence d'un anticorps donn6 comme rdference negative. 

5 

13. Procede selon l'une des revendications 1 a 12, caracterise en ce que le melange 
reactionnel comprend des d'immunoglobulines humaines (IVIg). 

14. Utilisation du procede selon l'une des revendications 1 h 13 pour evaluer la 
1 0 production d' AcMo par des plantes transgeniques ou de mammiferes transgeniques. 

15. Utilisation du procede selon l'une des revendications 1 a 13 pour s61ectionner des 
anticorps effkace pour un traitement therapeutique. 

15 16. Utilisation du proced6 selon l'une des revendications 1 a 13 pour evaluer la 
capacite des cellules effectrices d'un patient en reponse a un anticorps monoclonal ou 
polyclonal approprie pour son traitement. 
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13. Proc6d6 selon Pune des revendications 1 & 8, caract6rise en ce que Ton s&ectionne 
les anticorps pour lesquels une augmentation superieure k 100%, 250%, 500%, ou 
1000% du taux de liberation d'IL-2 est observe par rapport au controle en absence 

5 d'anticorps ou en presence d'un anticorps donn6 conune reference negative. 

14. Proced6 selon l'une des revendications 1 a 13, caract6ris6 en ce que le m6Iange 
r6actionnel comprend des d'immunoglobulines humaines (IVIg). 

10 15* Utilisation du proc£d£ selon Tune des revendications 1 k 14 pour evaluer la 
production d'AcMo par des plantes transgeniques ou de mammif&res transgeniques. 

-."**v * 

16. Utilisation du proced6 selon Tune des revendications 1 a 14 pour s61ectionner%es 
anticorps efficace pour un traitement th^rapeutique. 

15 - -t 

17. Utilisation du proc6d6 selon Tune des revendications 1 k 14 pour 6valuer :? la 
capacity des cellules effectrices d'un patient en reponse k un anticorps monoclonal bu 
polyclonal approprie pour son traitement. 
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AOCC CMM soir hematSes 




FIGURE 1 



ADCC MK sur hematies 




FIGURE 2 
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ADCC NK . Inhibition en presence de l'anti-CD16 : 3G8 
Tox324 02 015 
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FIGURE 3 
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Activation de Jurkat CD16 induite par un anti-Rhesus D et production d'IL2 




FIGURE 4 
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